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苏 云 金 杆菌 8- 外 毒素 的 研究 ” 


Hea LR 冯 维 能 ARA 


《中 国 科 学 院 北 京 动物 研究 所 ) 


摘要 ”本文 报道 苏 云 金 杆菌 B- 外 毒素 研究 的 结果 。 

从 苏 云 金 杆菌 40 个 菌株 〈 分 属于 9 个 丰 清 型 》 中 首选 出 5 个 产 B- MERUHI: OBAL), Fre 
CH,), F-009CH,), E-096CH,) 和 E-012 (Hs)o 

HRN (Musca vicin ZRD REENE, EI RREA E KRAE h RE (LCs) 分 别 为 
ee 520 倍 和 2,300 倍 ,证 明 在 我 们 的 培养 条 件 下 , 很 易 获 得 高 浓度 的 8- 外 毒素 ,这 对 实际 应 用 上 其 有 起 

于 是 义 。 此 外 ,还 研究 了 培养 基 种 燃 和 培养 时 站 对 B- 外 毒素 产生 的 影响 。 

PUR E-013 菌株 所 产 8B- 外 志 娄 的 活性 有 显著 的 抑制 作 

经 过 乙醇 分 级 分 离 , 钢 盐 沉 将 和 离子 交换 层 析 得 到 初步 纯化 的 B- 外 毒素 。 紫外 吸收 光谱 县 有 典型 的 腺 
喷 叭 核 霸 酸 类 的 畦 性 : 最 大 吸收 波长 《Xmax) 为 238 BOK, BRR RO min) A 233 EMK a 



































Q.. 


Here REA (Bacillus thuringiensis Berliner) 包括 17 个 变种 ,分 届 12 PAs, AA 

BREER 害虫 的 毒素 ,已 发 展 为 最 有 希望 的 微生物 农药 之 一 。 除 已 熟知 的 华 了 但 咒 体 内 

毒素 外 ， 在 杆菌 生长 过 程 分 沁 到 体外 的 代谢 产物 中 , 8- 外 毒素 由 于 其 杀 虫 作用 的 广 谱 性 
和 昆虫 中 毒 后 所 表现 的 特有 症状 ,在 近年 来 引起 了 国内 外 的 重视 。 

1959 て McConnell 和 Richards 首次 将 离心 的 苏 云 金 杆菌 上 清 液 注射 人 大 嵌 蜡 幼 跨 体 
ne 毒性 。 Burgerjon 和 deBarjac (1960) 扩大 了 试 虫 范围 , 证 明了 8p8- 外 毒素 对 腊 茵 
日 、 精 翅 目 、 鳞 翅 且 的 昆虫 都 具有 一 定 毒 效 。 

此 后 ,许多 实验 室 曾 致力 于 p- 外 毒素 化 学 性 质 的 赋 究 。deBariac 和 Dedonder (1965), 
Benz (1966), Šebesta 等 (1967)、Bond 等 (1969)、Kim 和 Huang (1970) 等 人 用 不 同方 法 
提纯 了 这 种 毒 娄 ,并 一 致 确定 了 其 腺 核 蔡 酸 的 化 学 性 质 。 

在 皮 用 方 面 。 対 蝶 虫 Burgcrion HF, 1964), HHA (Hall 等 1972), Beep 
(Kasmpl6uH, 1973), 斜纹 夜 峨 (Hitchings, 1967) 等 均 有 报道 。 田 器 对 家 蝇 (Briggs,1960: 
Dunn，1960)， 松 叶 蜂 (Bargerjon 和 Biache, 1964) 岂 有 较 好 的 效果 。 

国内 对 扩 -外 毒素 的 工作 尚 属 开始 。 本 文 就 菌 种 包 选 、8- 外 毒素 产生 的 适宜 条 件 、 E 
物 测定 ,提取 方法 及 土 法 生产 等 方面 进行 了 初步 的 工作 , 现 报道 如 下 : 


一 、 第 选 具 有 68- 外 毒素 的 菌株 
苏 云 金 杜 菌 类 各 血清 型 和 变种 间 ， 黄 至 同一 血清 型 的 不 同 品系 闻 , 产生 BF A 
情况 各 界 。 为 获得 产生 b- 外 毒素 的 菌株 ,我 们 对 9 个 血清 型 的 40 个 品系 进行 了 第 选 ( 表 
1)， 以 期 选 出 毒 力 最 强 的 菌株 ， 为 进一步 应 用 和 研究 提供 材料 。 由 于 尚未 找到 一 仲 ， 直接 
的 、 特 异 的 -外 毒素 的 化 学 测定 方法 《Bond4，1971)， 同 时 为 了 更 直接 地 说 明 毒 性 上 问题 
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我 们 所 做 毒素 的 测定 均 采用 了 比较 普遍 使 用 的 生物 测定 法 。 方法 如 下 : 将 0.3 克 奶 粉 与 
被 试 液 3 毫升 加 到 灭 菌 指 形 管 中 , 用 玻 棒 搅 拌 均匀 ,然后 加 和 人 适量 灭 菌 脱 脂 棉 , 将 上 述 液 
体 全 部 吸附 在 棉花 上 , 接 人 家 蝇 三 龄 幼虫 20 条 , 饲养 于 25%C。 观 察 至 对 照 组 的 成 虫 羽 化 


Rl 苏 云 金 杆菌 不 同 菌株 8- 外 寒 案 的 产生 情况 * 





i 7 品系 或 培养 号 | Poh RRR Fo È AR 株 来 源 
H, Frc +e 一 本 所 病理 组 从 法 国 商品 制剂 中 分 离 
058 一 一 本 所 病理 组 从 捷克 斯 洛 伐 克 昔 粉 中 分 离 
E-009 ++ H ERER | 英国 引进 
007 一 EXER 本 所 病理 组 分 离 
H, E-021 T KEH 英国 引进 
H; E-H; = XE 英国 引进 
了 4a,4b 008 = 西伯 利 亚 松 毛虫 | 东北 农学 院 
L-008 一 = = 
F-016 = XE 英国 引进 
V-008 一 PUG BUY E | 捷克 斯 洛 人 厂 克 引进 
E 7304 ー He 本 所 病理 组 
F-023 = PEE 英国 引进 
36 = RER 东北 农学 院 
7235 = KOH 本 所 病理 组 分 离 
H, F-087 = AHR 英国 引进 
39 一 = 一 
48 = HA 上 海 植物 生理 研究 所 
7303 = HIR | RAR RRA 
013 = 刺 蛾 本 所 病理 组 
7302 一 PARE | 本 所 病理 组 
7217 KB 本 所 病理 组 
126 p = = 
H-B, = HR aL AC FBE SH GH OP Bie SA HK eR 
P-A; = 粘 虫 ， 同 上 
H-B, = 棉铃 虫 同 上 
安 -18 一 = — 
18 = = 到 
010 ー AEDA 。 | 本 所 病理 组 分 离 
140 一 棉花 小 造 桥 虫 | 湖北 省 微生物 研究 所 
012 = il 本 所 病理 组 
P-A, = kiste: 辽阳 农学 院 朝 阳 分 院 、. 朝 阳 地 区 农 科 所 
7219 be ERE 本 所 病理 组 
111 一 ー 湖北 省 微生物 研究 所 
174 黄 地 老虎 上 海 复旦 大 学 
P-A, = 粘 虫 辽阳 农学 院 朝阳 分 院 、 朝 阳 地 区 农 科 所 
H, E-010 Pa ARE 英国 引进 
H, E-096 ++ 地 中 海 粉 螟 ”| 英国 引进 
H。 E-012 十 地中海 粉 | 英国 引进 
006 = KR 本 所 病理 组 
H, E-013 ++ Siw 英国 引进 




















* 普通 肉 汤 培养 基 30°C 振荡 培养 24 小 时 ,经 高 压 灭 菌 (1.1 公斤 / 厦 米 * 15 分 钟 ) 后 作 生 物 测 定 。 
や Hs 表示 8- 外 毒素 产量 较 高 ; 十 : 8- 外 毒素 产量 低 ; 一 : 不 产生 3- 外 毒素 。 
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”从 表 1 可以 看 到 : 在 所 用 40 个 菌株 中 ,只 有 5 个 菌株 明显 地 产生 8- 外 毒素 , 即 血 清 
型 1 的 Frc、E-009， 血 清 型 7 的 E-096, 血清 型 8 的 E-012 血清 型 9 的 E-013。 


二 、6- 外 毒素 产生 的 适宜 条 件 、 


国外 对 6- 外 毒素 的 很 多 报道 互相 矛盾 ,而 是 毒 效 不 稳定 。 同 时 考虑 到 8- 外 毒素 的 产 
rae cen ieee UE EAR 2), 为 了 发 挥 一 个 产 6- IER HA RK 
效能 ， 我 们 从 培养 基 戌 分 、 培 养 时 间 等 不 同 角度 摸索 外 毒素 产生 的 最 适 条 件 。 所 用 闭 种 
为 E-013 (H), 

(一 ) 不 同 培养 基 的 影响 

实验 分 为 液体 培养 和 固体 培养 两 种 。 液 体 培 养 : E-013 的 斜面 种 子 转 接 到 流体 培 
FREE 30°C 振荡 培养 24 小 时 后 收集 。 固体 培养 : 从 斜面 转 接 到 普通 网 汤 培 养 基 中 30 で 
振荡 培养 8 小 时 , 然后 转 到 固体 培养 基 中 ，30°C 静止 培养 5 天 收集 。 实 验 选 用 了 5 种 培 
养 基 ( 表 2); 所 得 样品 生物 测定 前 用 1.1 公斤 /厘米 :高 压 灭 菌 15 分 钟 。 

表 2 不 同 培 养 基 对 E-013 菌株 8- 外 毒素 产生 的 影响 




























































































HOE TERR ーーーー 
CA) | 死 幼 虫 | kki | 酷 AA | 未 羽化 | 羽化 畸形 | 正常 汶 化 | 死亡 率 (96 六 
. 原 液 60 2 一 58 一 一 ーー 190 
PA 50 60 — ーー -一 13 1 46 21.7 
RN + 原 R 60 — — — 3 1 - 56 5.0 
4-H Bi 50 60 1 一 一 4 一 55 8.3 
WRAD Egl 40 8 — 2 | 一 トー トー | o 
mE 50 40 一 一 ーー 22 5 13 55.0 
E 液 60 57 2 1 一 -一 ーー 100 ー 
Begs ee A* 
FR aE 50 60 ーー ーー 59 ーー 1 一 98.3 
ELR 50 40 40 — — — ーー ーー 100 
ow 800 40 ーー ーー 36 一 2 2 90.0 
oer RAC FG Bg 7K 60 ーー 一 ーー 2 一 58 3.4 




















* 培养 基 A 成 分 : APRS By 4.0% DM 2.4%, ERE 2.0%, RWS pH 8.0 faim 0.1% CaCO, 
k 固体 培 非 基 成 分 : BERK IO 区 ,米糠 50 FE, WM 3 克 、KH2PO40.3 克 `MgSO4 0.15 克 、 IK CSA 
9 2:1), KARHE pH 9.0, 
*#* 由 于 6- 外 毒素 的 毒 效 主要 表现 在 变态 畸形 致死 而 不 是 骤然 地 死亡 ， 我 们 采取 了 如 下 的 死亡 率 计 算 : 将 死 幼 
REE TER ARE RTE AA OTE ETS Dike Ae. MMA: BAR, 实 
验 组 其 特 异 的 死亡 症状 ,因此 死亡 率 不 需 用 Abbott ARRE» 


貼 表 2 可 以 看 出 E-013 菌株 在 不 同 培养 基 中 产生 p- 外 毒素 的 量 有 了 助 显 芭 寞 ,以 固体 
培养 基 产 外 俯 索 量 最 多 ,四 种 液体 培养 基 在 同样 培养 条 件 下 ,以 培养 基 A 的 外 恰 来 产量 
高 。 

(=) B- 外 毒素 的 产量 与 培养 时 间 的 关系 

人 在 30"C 条 件 下 , E-013 菌株 一 般 在 14 小 时 た 外 
毒素 产量 还 很 少 ,在 24 小 时 则 达 最 高 值 (图 D)。 多 次 试验 重复 观察 到 :延长 培养 时 间 至 
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44 小 时 58- 外 毒素 的 产量 不 再 增加 ,甚或 略 有 降低 。 有 关 此 菌 生长 代谢 的 规律 尚 竺 进一步 
Bato FAT に 外 毒素 大 量 产生 前 时 间 在 24 小 时 左右 ,此 时 显微镜 下 观察 菌 体内 莹 移 a 
体 均 尚 未 形成 。 说 明 这 种 外 毒素 出 现 于 生长 时 期 的 营养 体 而 积累 于 培养 波 中 。 也 进一步 
证 明 其 为 不 同 于 晶体 内 毒素 的 另 一 种 毒性 物质 。 


400, 





KRACK Z) 
G 


:培养 时 间 ( 小 时 ) 


图 1 68- 外 毒素 产量 与 培养 时 间 的 关系 
《虚线 和 实 线 表 示 两 次 实验 的 结果 ,各 以 三 种 稀 杰 倍 数 作 生 物 测 定 ,总 计 24 组 
样品 , 每 组 试 虫 数 为 60 头 。 培 养 温 度 30°C) 


三 、8- 外 毒素 对 家 蝇 的 毒性 

(一 ) RI DH RATER 

Rha = Be b- MERT 常 敏感 。 接 尋 3 天 后 引起 幼虫 死亡 或 造成 8- Sh EI 
FERRE 幼虫 的 发 育 明显 地 受到 抑制 , HE CRESE, TF 
CRE) MER LAS) LERAMER RII. 半 羽 化 (AAR FEB 
JRPA E CB IMA PS) SET COLA L Do RAPE ASR Rg 
不 能 继续 发 育 而 致死 亡 。 PORTER RST GEEA, A 能 繁殖 后 代 , EERS, 羽化 
后 10 天 全 部 死亡 。 

(=) 毒性 与 剂量 的 关系 

实验 用 E-013 获 株 进行 流体 和 固体 发 酵 。 含 外 毒素 的 培养 小 与 菌 粉 水 抽 提 六 经 高 压 
灭 菌 伴 孢 晶体 内 毒素 失 活 ,然后 将 此 液体 用 无 落水 进行 一 系列 (10 至 8,000 倍 ) 稀 释 , 作 生 
物 测定 。 为 了 验证 8- 外 毒素 的 作用 , 特 选 用 国外 已 证 实 不 产 外 毒素 的 品系 -一 -血清 型 1 
捷克 058 菌株 作对 照 (Burgerjon 等 1964。 Barjac 等 1973)。 实 验 结果 ( 见 图 2) 证 明 g- 外 
毒素 对 家 蝇 三 龄 幼虫 毒 力 非常 显著 , 培养 基 A 的 培养 波 LCy 为 原液 稀释 520 倍 。 菌 粉 水 
抽 提 液 LC 为 2.300 Fe, 

058 菌株 进行 液体 和 固体 培养 , 以 同样 的 培养 条 件 和 同样 的 抽 提 方法 作 生 物 测定 ， 发 
现 即 使 不 稀释 的 原 沪 对 家 蝇 也 不 产生 任何 中 毒 现 象 ,与 水 对 照 组 相 辣 。 

从 实验 结果 可 清楚 地 看 出 : 家 量 三 龄 幼虫 的 中 毒 程度 与 6- 外 毒素 的 剂量 (以 稀释 倍 
数 表示 ) 有 车 明显 的 关系 : 在 一 定 的 剂量 范围 内 , 虽然 获得 100% 的 死亡 效果 , 但 随 着 此 
范围 内 剂量 的 变化 , 表现 中 毒 的 程度 有 所 不 同 , 高 剂量 的 外 毒 索引 起 幼虫 的 全 部 死亡 , 剂 
量 逐 新 降 低 。 幼虫 死亡 减少 , 但 畸形 晴 数 量 增加 。 当 剂量 再 降低 时 , oe IEA RE 
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死亡 率 机 率 值 





请 度 (稀释 倩 数 ) 
图 2 死亡 率 机 率 值 与 B- 外 毒素 浓度 的 关系 
《此 肾 外 观 正 常 ), 但 不 羽化 。 当 降 至 最 低 有 效 剂量 的 范围 , 有 少量 外 观 正常 师 不 能 亲 化 ， 
并 出 现 相 当 比 例 的 羽化 畸形 的 成 虫 。 
(=) 内 外 毒素 混用 与 单 用 外 毒素 的 比较 
取 一 定量 E-013 菌 粉 加 水 漫 泡 充分 搅拌 , 然后 用 消毒 纱布 过 滤 备 用 。 此 为 内 外 音素 
混用 组 ; 另 称 取 同 量 E-013 菌 粉 加 水 充分 搅拌 后 高 压 灭 菌 〈 同 前 ) 为 外 毒素 单 用 组 。 实 验 


结果 载 于 表 3。 
表 3 内 外 毒素 混用 与 单 用 比较 





















试 虫 数 F 性 E - 現 
组 ” 别 稀释 倍数 
CH) 死 幼 虫 | 半 化 晴 | 失 里 | 来 羽化 P 
. 内 外 審 素 混 用 800 60 1 i 58 | 一 ーー 
外 & # 800 | 60 1 1 58 一 
对 H 水 60 1 一 一 1 














实验 结果 表明 。 内 外 毒 索 混用 与 单纯 施用 外 毒素 毒性 效果 完全 一 致 。 没 有 出 现 内 毒 
素 引 起 的 幼虫 死亡 或 加 强 外 毒素 的 毒 杀 作用 。 说 明 对 家 蝇 仅 外 毒素 有 杀 虫 作用 , 内 毒素 
的 存在 对 外 毒素 无 增 效 作用 。 

( 四 ) 8- 外 毒素 对 家 蝇 成 虫 的 毒性 观察 

用 8- 外 毒素 进行 大 面积 的 野外 灭 晶 试验 与 应 用 ， 如 何 合理 施用 外 毒素 。 要 求 我 们 必 
须 乔 铺 家 蝇 生 活 周 期 中 的 不 同 阶段 对 外 毒素 的 敏感 性 。 因此 我 们 除 对 幼虫 进行 实验 外 ， 
IRE SINE ERT ETE 

MARIMEA: 1) Pa 15 天 , OIE AGI FFE OR UBS IAR 
SINAH, EA RIEER RE WEN IER RAH EEE 
， 用 低 剤 量 8- 外 毒素 RAKE 3,000 倍 ) 处 理 过 的 家 量 三 龄 幼虫 ,选择 其 中 能 正 
常 羽化 的 成 蝇 按 常规 饲养 ,发 现 它们 也 能 产生 正常 的 第 二 代 。 


四 、8- 外 毒素 的 提纯 与 酶 促 分 解 


， 国外 对 p- 外 毒素 的 提纯 进行 了 不 少 工作 , 方法 各 异 ,结果 也 不 尽 同 。 但 一 致 证 实 p- 
.外 毒素 是 一 种 膀 嘎 叭 核 音 酸 类 似 物 ,对 其 腺 野 叭 及 磷酸 成 分 比较 肯定 ,但 含有 何 种 糖 残 基 
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则 意见 很 不 一 致 。 本 实验 综合 了 Benz (1966), Bond 等 (1969) 和 deBarjac 及 Dedonder 
(1968) 等 纯化 B+ 外 毒素 的 方法 ,设计 了 以 下 适合 本 实验 室 条 件 的 提纯 程序 ,对 p- 外 毒素 
进行 了 初步 提取 ,目的 在 于 验证 8- 外 毒 索 的 化 学 本 质 。 

(一 ) B-E RR 

1. 抽 提 : $F E-013 菌 粉 10 克 加 200 MIBK, ARRIE, AADA, Ë 
液 离心 (22,000g 20 分 钟 ) 上 清 液 含 8- 外 毒素。 

2. 乙醇 分 级 分 离 ， 上 清流 在 50 一 60°C 减 压 蒸馏 浓缩 至 20 毫升 ， 加 入 等 量 体 积 冷 无 
水 乙醇 ,在 4°C 静 置 24 小 时 ， 离 心 去 沉淀 。 上 清流 再 加 无 水 乙醇 至 乙醇 浓度 为 60%% 
(V/V), 离心 去 沉淀 。 上 清 液 继续 加 无 水 乙醇 至 乙醇 浓度 为 90 多 (V/W, 放 4 で 下 24 小 
时 后 离心 ,收集 沉淀 ,并 次 于 60 毫升 重 燕 水 中 。 | 

3. 钢 盐 沉淀 : 90% 乙醇 沉淀 物 的 水 溶 被 用 氮气 流 捞 动 后 加 入 1.5 毫升 2.45M ABE 

4C 下 静 置 过 夜 。 离 心 奔 去 上 清 疲 。 沉 淀 物 溶 于 3 毫升 冷 的 1IN_HCI 中 ,搅拌 5 分 钟 
mn 重复 提取 一 次 。 两 次 上 清 液 CREE) GH, 立即 用 大 量 的 蒸馏 水 (160 毫升 ) 稀 
释 。 稀 释 被 用 LN NaOH 调 pH 2.5, 

4. 离子 交换 层 析 : 将 12 克 Dowex 1 x 2 (CH Ñ) BHI LS RRRRWON AEE 3 小 
时 后 装 柱 。 先 用 0.1M NaCl 洗 柱 , 再 用 0.1M HCI (S 0.1M NaCl) HITA in. GE MK FAR 
外 分 光 光 度 计 在 260 毫 微米 波长 测量 (图 3), 合并 显示 洗 脱 峰 的 各 管 洗 脱 液 , 进行 紫外 光 
小 | 


2 


0.1M NaCl 0.IMHC+0.1M NaCi 


| 


260 楽 撤 米 Bae 





100 200 300 


洗 脱 体积 (毫升 ) 
图 3 6- 外 毒素 在 Dowex 1X2 离子 交换 层 析 柱 .上 的 洗 脱 谱 


吸收 光谱 扫描 (图 4) 和 生物 測定 , 发 现 具有 上 典型 的 6- 外 毒素 吸收 光谱 和 显著 的 8- 外 毒素 
特有 的 毒性 。 

提纯 过 程 所 用 的 几 种 方法 都 是 核酸 研究 中 常用 的 分 离 单 核 背 酸 的 技术 。 这 些 分 离 方 
法 本 身 就 足以 反映 我 们 所 要 纯化 的 物质 具有 核 背 酸 类 似 物 的 化 学 特性 : 如 被 高 浓度 乙醇 
祈 淀 , 可 形成 不 次 性 的 観 切 、 被 Dowex 树脂 吸附 并 为 强酸 所 洗 脱 等 等 。 初 步 提 纯 品 的 紫外 
吸收 光谱 也 表现 出 腺 野 叭 核 芳 酸 吸收 光谱 的 特征 : 最 大 吸收 藏 长 Cemas) 为 258 SMX, 
最 小 吸收 波长 min) 为 233 毫 微 米 (图 4)。 
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250 
EKER) 
图 4 86- 外 毒素 的 紫外 吸收 光谱 


(=) 酶 促 分 解 

关于 B-IMERD FEB EA Hi RIL, BIE 
很 不 一 致 。 为 了 检验 E-013 菌株 产生 的 p- 外 毒素 
分 子 中 是 否 具 有 葡萄 糖 残 基 ， 我 们 作 了 如 下 实验 : 
将 E-013 菌 粉 水 抽 提 液 分 成 两 组 , DLA 
化 酶 220 单位 0， 然 后 用 无 菌 水 分 别 稀释 成 100 倍 、 
400 信 。 另 用 上 述 同 样 稀释 倍数 菌 粉 水 扫 提 疲 作 对 
HA TAIN a 30°C 保温 24 小 时 , 然后 取出 作 生物 测 
Eo 发 现 &- 外 毒素 用 了 酶 处 理 后 显著 失 活 CUS 5)。 
较 浓 的 菌 该 ( 如 稀释 倍数 为 100) B-SD SRI PETER 
BS PAS Oe PY EI, CON RE 400 倍 ), BARER 
的 菌 液 中 存 存 过 景 和 的 未 被 分 解 的 8- 外 毒素 。 


五 讨论 








TAR FET) 








图 5 Wi aR Ace At E-013 菌株 所 产 


@- 外 寺 活 性 的 押 制 作用 本 项 工作 所 用 样品 中 具 毒 性 的 主要 成 分 由 于 下 
E-013 落 粉 水 抽 提 液 ; URE AT Le KERN OY p- 外 毒素 : 
AI 1. 筛选 出 的 5 株 毒 性 高 的 菌 种 肉 汤 培 养 沪 。 以 





及 E-013 菌株 的 菌 粉 扫 提 液 和 提纯 物质 , 在 家 晶 幼 虫 上 表现 出 苏 云 金 杆 前 6- 外 毒素 独特 
的 钵 病症 状 ; 


U 葡萄 精 氧 化 酶 中 含 适 量 过 氧化 氢 酶 ， 以 分 解 葡 奋 糖 在 氧化 时 所 产生 的 对 机 休 有 害 的 过 氧化 气 。 现 来 源 于 中 国 
科学 院 微生物 研究 所 。 
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-o LRR ARRERA 121°C REKE 15 分 钟 , 活 性 仍 保 持 稳定 ; 
. 3. 毒性 物质 是 从 细胞 的 代谢 产物 中 分 离 出 来 的 ; 

4. 提纯 制品 的 紫外 光谱 显示 为 一 种 腺 味 叭 核 背 酸 的 物质 ,与 国 外 许多 实验 室 
《deBiriac 和 Dedonder, 1968; Benz, 1966; Bond “1969; Kim 和 Huang, 1970) 所 测 的 
光谱 一 致 。 

8- 外 毒素 的 分 子 结 梅 至 今 尚未 完全 确定 。 虽 然 使 用 了 近代 的 物理 学 和 化 学 方法 〈 如 
核磁 共振 、 薄 层 层 析 等 ), 但 对 于 分 子 中 包括 那些 糖 类 ,许多 实验 室 (deBarjac 和 Dedonder, 
1968; Sebesta 等 , 1969; Bond 等 , 1969; Kim 和 Huang, 1970) 所 得 结果 仍 有 出 入 ,这 可 
能 与 菌株 不 同 有 关 。 我 们 利用 葡萄 糖 氧化 酶 处 理 E-013 菌 粉 抽 提 液 , 引起 6- 外 毒素 活性 
TARK, TENA EE RT OED 6- 外 毒素 分 子 中 葡萄 糖 残 基 是 存在 的 ， 且 对 生 
競 活 性 非常 重要 。 

与 此 同时 我 们 进行 了 产 pf- 外 毒素 菌株 的 筛选 。 从 40 个 菌株 (分 属 9 个 血清 型 中 次 
选 出 5 个 产 8- 外 毒素 菌株 : Frc(H。)、E-009 (HD、E-096 (H), E-012 (Hae)、E-013〈Ho)。 
这 与 国外 许多 报道 基本 一 致 (deBarjac 和 Bonnefoi, 1968; Heimpel, 1967)。 其 他 菌株 在 
我 们 的 培养 条 件 下 ， 不 产 8- 外 毒素 或 产量 极 微 。 但 必须 指出 的 是 测定 8- 外 毒素 产生 的 
结果 系 随 培 养 条 件 、 试 虫 种 类 及 测定 方法 而 有 变化 ,所 以 历年 来 国外 各 实验 室 报道 在 一 致 
的 地 方 , 也 有 完全 矛盾 之 处 。 如 Burgerjon 和 deBarjac (1967) 报道 Hs 不 产 5- 外 毒素 ， 
但 Heimpel (1967) 认为 H; 是 产 8- 外 毒素 的 。 在 我 们 实验 过 程 中 也 上 发现 培养 基 成 分 的 
改变 将 明显 地 影响 外 毒素 的 产生 。E-013 在 普通 和 肉 汽 培养 基 中 产生 较 多 的 p- 外 毒素 , 而 
在 此 培 発 基 中 加入 1% 和 葡萄糖 则 培养 液 中 外 毒素 极 少 。 由 此 看 来 外 毒素 的 “有 、 无 ”确实 
受到 很 多 条 件 的 影响 。 但 捷克 058 品系 用 多 种 培养 基 菩 养 均 不 产生 COMER, 这 与 国外 
SL SE RB (Cantwell 和 Heimpel, 1964; deBarjac 和 Burgerjon, 1973)。 

我 们 所 用 生物 测定 方法 的 设备 、 操 作 均 很 简单 ,易于 掌握 ,所 得 毒 效 结果 也 非常 稳定 ， 
在 目前 还 未 找到 直接 的 化 学 测定 方法 的 情况 下 ,此 法 是 切实 可 行 的 。 

本 实验 的 固体 培养 法 能 产生 较 大 量 的 p- 外 毒素 , 薄 粉 水 抽 提 液 稀 和 1,000 FRY ACHR 
幼虫 仍 有 显著 毒性 ,具体 培养 方法 与 国内 已 大 力 开 展 的 青虫 菌 . 杀 曝 杆 菌 固体 培养 法 完全 
相同 ,原料 来 源 丰 富 、 成 本 低 、 设 备 与 操作 简单 ,这 为 今后 大 面积 推广 应 用 提供 了 更 大 的 可 
能 。 , 

6- 外 毒素 为 细 著 分 这 到 培养 流 中 的 代谢 产物 。 但 目前 国内 主要 微生物 农药 工业 生产 
在 后 处 理 时 细菌 培养 液 经 板 框 压 滤 后 均 诬 弃 , 对 于 产 ヶ - 外 毒素 的 菌株 则 此 毒素 几乎 全 部 
琉 失 ,降低 了 欠 虫 效果 ,因此 应 在 苏 云 金 杆菌 工业 生产 中 ,考虑 8- 外 毒素 的 回收 问题 。 

苏 云 金 杆菌 e- 外 毒素 的 研究 还 是 较 新 开拓 的 领域 ,至 今 对 它 的 化 学 结构 ,作用 原理 、 
应 用 范围 还 不 十 分 清楚 ， 特 别 在 实际 应 用 和 毒性 方面 还 有 更 多 的 课题 有 待 进一步 探索 和 
解決 。 
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